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RESUMEN
La Biotecnología blanca está relacionada con la utilización de sistemas bioló-
gicos para la fabricación, transformación o degradación de moléculas gracias a
procesos enzimáticos y fermentativos. Esta definición encuadra los procesos bio-
catalíticos y las biotransformaciones dentro de este conjunto de disciplinas y cien-
cias más amplio que se ha definido como Biotecnología.
La estabilización de enzimas y células para hacerlas más resistentes a los disol-
ventes orgánicos mediante técnicas de inmovilización y modificación así como
posteriormente por ingeniería genética ha supuesto el impulso significativo para
este campo. Por otra parte, el conocimiento del medio de reacción así como el
control de las variables que intervienen en el proceso ha supuesto una verdadera
transformación tecnológica. La Biotecnología Industrial puede ser de una gran
ayuda para la obtención de medicamentos (y otros bioproductos) que son difícil o
imposibles de obtener mediante métodos químicos tradicionales.
En la actualidad más de 325 millones de personas en el mundo consumen me-
dicamentos de origen biotecnológico, de lo que se deduce que la aplicación de la
Biotecnología y Biocatálisis en particular ha atravesado la frontera académica en-
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contrando un amplio campo de acción en la Industria Farmacéutica. Los procesos
biotecnológicos, por su elevada eficiencia y especificidad, cuentan entre sus pro-
piedades más características el que generan unos menores niveles de residuos que
los procesos químicos convencionales y, además, esos residuos son comparativa-
mente mucho menos peligrosos.
Palabras clave: Biotransformaciones.—Estabilización.—Disolventes orgáni-
cos.—Síntesis de fármacos.—Química verde.
SUMMARY
White Biotechnology and Pharmaceutical Industry
White Biotechnology is related to the utilization of biological systems for the
manufacture, transformation or degradation of molecules using enzymatic and
fermentative processes. This definition fits the biocatalytic processes and the
biotransformations in the huge set of disciplines and sciences that have been
defined as Biotechnology.
The stabilization of enzymes and cells for increasing their resistance towards
the organic solvents by immobilization and modification techniques, as well as
using genetic engineering, has supposed a significant impulse. On the other hand,
the knowledge of the reaction media and the control of the variables affecting the
process has supposed a real technological transformation. Industrial Biotechnology
has become an important tool for obtaining drugs (and other bioproducts) which
are difficult or impossible to obtain by chemical traditional methods.
At the present, more than 325 million people in the world use drugs with a
biotechnological origin, so it can be deduced that the application of the
Biotechnology (and specially Biocatalysis) has crossed the academic border finding
a wide range of utilities in the pharmaceutical Industry. The biotechnological
processes, due to their high efficiency and specificity, generate reduced levels of
residues when compared to chemical conventional processes which on the other
hand, are comparatively more dangerous.
Key words: Biotransformations.—Stabilization.—Organic solvents.—Drugs
synthesis.—Green chemistry.
INTRODUCCIÓN
El interés que ha despertado la Biotecnología en estos últimos
años se ha traducido, entre otras cosas, en una proliferación de
definiciones consecuencia directa de su observación desde diferentes
enfoques, que tienen en común el empleo de seres vivos, sus proce-
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sos o productos para la obtención de beneficios mediante la modi-
ficación de éstos y la de su entorno.
Por tanto, la Biotecnología no es, en sí misma, una ciencia; es un
enfoque multidisciplinar que involucra varias disciplinas y ciencias
(biología, bioquímica, genética, virología, ingeniería, química y me-
dicina, entre otras) y representa una considerable diversidad de ac-
tividades industriales.
Por consiguiente podemos utilizar, como referencia, la definición
de la OCDE que define la Biotecnología como: «La aplicación de la
ciencia y la tecnología a organismos vivos, así como también a partes,
productos y modelos de los mismos, para alterar materiales vivos o no
vivos para la producción de conocimientos, bienes y servicios» (1).
Como consecuencia de lo anteriormente dicho, la Biotecnología
tiene un impacto global a tres escalas.
Este impacto es global por naturaleza, ya que al tratarse de una
tecnología, puede aplicarse a una gran cantidad de áreas o sectores
como son la medicina, la farmacia, la agricultura, la alimentación,
el medio ambiente, la producción industrial o la energía.
En segundo lugar, este impacto es global por alcance, pues la
población demanda a lo largo de su vida atención sanitaria de cali-
dad, así como alimentos saludables y una adecuada gestión y conser-
vación de los recursos naturales, así como del medio ambiente.
También es global en lo que respecta al impacto que tiene sobre
la economía, ya que puede considerarse como uno de los principales
motores del crecimiento económico mundial, tanto en economías
desarrolladas como en economías emergentes (2).
Actualmente es habitual clasificar dichas áreas de acuerdo a un
código de colores con objeto de fraccionar esta complejidad que se
inició con la Biotecnología roja, verde y blanca y se ha ampliado a
la Biotecnología gris y azul de las cuales haremos una breve descrip-
ción (3).
• Biotecnología roja: Se refiere a las aplicaciones biotecnológicas
en las áreas de salud humana y animal. Incluye tecnologías
como el diagnóstico molecular, la ingeniería celular, nuevas
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moléculas terapéuticas de origen biotecnológico y la terapia
génica.
• Biotecnología verde: Se refiere a las aplicaciones de la biotec-
nología en agricultura y agroalimentación. También se incluye
la investigación y obtención de plantas genéticamente modifi-
cadas como son las plantas transgénicas.
• Biotecnología blanca: Está relacionada con la utilización de
sistemas biológicos para la fabricación, transformación o de-
gradación de moléculas, gracias a procesos enzimáticos y fer-
mentativos para aplicaciones industriales en sectores como el
de los materiales, química y la energía. En estos casos, los pro-
cesos biotecnológicos se emplean como alternativa a procesos
químicos convencionales, lo que conlleva ventajas económicas
y medioambientales. La importancia de la biotecnología blanca
para una industria más sostenible ha sido repetidamente se-
ñalada por entidades como la Comisión Europea o la OCDE, y
es uno de los retos de la Plataforma Europea para la Química
Sostenible.
• Biotecnología gris: Ésta se centra en las aplicaciones ambien-
tales, creando soluciones tecnológicas sostenibles que ayudan a
proteger el medio ambiente. Como ejemplo de lo dicho tendría-
mos la biorremediación.
• Biotecnología azul: Se refiere a las aplicaciones de la biotecno-
logía de origen marino. Por ejemplo, búsqueda de sustancias
de interés biomédico a partir de organismos marinos.
Esta clasificación por colores no consiste en una organización de
una disciplina de acuerdo a criterios científicos ni técnicos, sin em-
bargo es un sistema sencillo que ha permitido una rápida difusión.
El empleo de un biocatalizador que puede ser una enzima o una
célula entera, bien en estado libre o inmovilizado para lograr una
Biotransformación bajo condiciones adecuadas y con el objetivo de
obtener un producto de una utilidad concreta sería objeto de estudio
de la Biocatálisis.
La utilización de enzimas en Biocatálisis no se habría desarrolla-
do si los Químicos Orgánicos no hubiesen aceptado la utilización de
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estos biocatalizadores para llevar a cabo síntesis orgánicas o al
menos la sustitución de pasos concretos en un proceso sintético.
Este tópico de que las enzimas no podían trabajar en medios orgá-
nicos impulsó de una manera definitiva el empleo de enzimas en
síntesis orgánica.
La base de cualquier proceso biotecnológico (bioprocesos) es el
uso de enzimas o células enteras, principalmente microorganismos.
Podemos definir las biotransformaciones como: procesos en los que
se emplean biocatalizadores para la transformación de sustratos no
naturales para dicho biocatalizador y se obtienen productos de alto
valor añadido.
La modificación genética, también conocida como tecnología de
ADN recombinante, permite hacer microorganismos a medida que
den mayor rendimiento de productos químicos concretos, o incluso
producir productos nuevos si los genes son transferidos desde otros
organismos. El incremento de la eficiencia de la reacción permite un
mayor ámbito para reemplazar los procesos convencionales estable-
cidos por otros más limpios, como la fermentación a más baja tem-
peratura, en un ambiente aislado seguro. La naturaleza altamente es-
pecífica de las enzimas significa que los productos químicos pueden
producirse en una forma más pura, y que los procesos biológicos no
sólo requieren menores aportaciones de productos químicos, sino que
también producen flujos de residuos menores y más manejables.
Se conocen más de 2.000 enzimas, pero sólo se explotan unas
400, que se clasifican en seis categorías generales de acuerdo al en-
zyme comission (4). En su mayoría se trata de enzimas extracelula-
res y de origen microbiano. Las aplicaciones industriales son las que
consumen el mayor porcentaje de biocatalizadores. La industria de
detergentes consume el 32% del volumen total de enzimas produci-
dos, la del almidón (15%), la industria láctea (14%) y la textil (10%).
El resto se distribuye entre alimentación (cervecería, panadería,
zumos, vino, sabores, grasas y aceites, piensos para animales y otros),
curtidos, papel, combustibles, eliminación de residuos y diversas bio-
transformaciones (5). Podemos vislumbrar en este punto la impor-
tancia de las enzimas, por lo que se hace necesario describirlas aun-
que sea someramente.
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1. ESTABILIZACIÓN DE ENZIMAS
Las enzimas son proteínas que se comportan como catalizadores
muy potentes y eficaces de las reacciones químicas de los sistemas
biológicos. Para llevar a cabo la catálisis, sustrato y enzima se aco-
plan de forma estereospecífica. La enzima induce al sustrato a una
configuración aproximada al estado de transición. Tanto la enzima
como el sustrato sufren una alteración en su estructura por el hecho
físico de la unión.
Una vez que la enzima reconoce al sustrato, éste se une al centro
activo y en la tercera etapa se forman los productos.
El proceso de obtención es generalmente costoso y por tanto su
recuperación del medio de reacción es esencial para que de nuevo
puedan ser utilizadas, disminuyendo así los costes del proceso.
La reutilización de enzimas implica como paso previo la estabi-
lización del biocatalizador, existiendo diversas técnicas para conse-
guirlo entre las que citaremos:
a) Inmovilización de enzimas.
b) Modificación química.
c) Ingeniería proteica por mutagénesis dirigida.
d) Ingeniería del medio de reacción.
1A. Inmovilización de enzimas
La inmovilización es un proceso por el cual confinamos física-
mente a una enzima o célula en una determinada región del espacio,
de manera que su actividad catalítica se retenga y pueda ser reuti-
lizada.
El tener la enzima unida a una matriz sólida (enzima inmovili-
zada), insoluble en el medio de reacción, facilita que al final de la
reacción pueda ser fácilmente recuperada y sometida a repetidos
usos, lo que permite, además, que la disolución final no contenga la
proteína indicada. Muchas veces, la simple unión a la citada matriz
puede también aumentar la estabilidad de la enzima.
VOL. 73 (2), 501-535, 2007 BIOTECNOLOGÍA BLANCA E INDUSTRIA FARMACÉUTICA
507
Este proceso conlleva una serie de ventajas entre las que citare-
mos algunas desde el punto de vista de su aplicación ya que:
• Se produce un gran aumento de la estabilidad de la enzima o
célula inmovilizada.
• Se aumenta la productividad enzimática por la capacidad de
reutilización.
• Se aumenta la facilidad de recuperación y purificación de los
productos.
• Se aumenta la facilidad de operación y control del proceso, al
trabajar en condiciones más suaves.
Pero también algunas desventajas entre las que citaré:
• Generalmente se disminuye la actividad enzimática.
• Se aumentan los problemas difusionales.
• Se aumentan los costes del proceso.
La inmovilización de enzimas es una técnica de gran interés desde
el punto de vista industrial, ya que permite el uso continuado en la
síntesis de un determinado producto, existiendo una gran cantidad
de bibliografía sobre este tema (6-7). Dentro de las estrategias de in-
movilización de enzimas o células podemos diferenciar los métodos
químicos y físicos (Figura 1).
En los métodos químicos esta unión se lleva a cabo mediante
enlaces covalentes a grupos activados de la matriz sólida. El entre-
cruzamiento intermolecular de la enzima mediante reactivos bifun-
cionales puede dar lugar a incrementar la insolubilidad del cataliza-
dor en el medio de reacción. Esta estrategia también se puede utilizar
mediante el entrecruzamiento entre distintas moléculas de proteína
o por copolimerización de la enzima modificada con un monómero
insaturado en un gel de estructura tridimensional.
En general la unión a soportes mediante métodos físicos puede
conseguirse mediante interacciones iónicas (adsorción), fuerzas hi-
drofóbicas, de van der Waals, etc. Por otra parte, ciertos polímeros
naturales, celulosa, colágeno y otros, forman geles, en cuya estruc-
tura tridimensional la enzima puede quedar ocluida o confinada en
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FIGURA 1. Métodos de inmovilización de enzimas y células.
microcápsulas de un polímero orgánico, o retenida en las fibras
huecas de una membrana polimérica o en láminas de un polímero
semipermeable.
La inmovilización química es una técnica muy versátil ya que
permite la unión de una enzima o célula sobre una gran cantidad de
soportes que pueden ser de origen orgánico e inorgánico e incluidos
en estos dos grandes grupos se encuentran también una amplia gama
de soportes que pueden ser naturales o artificiales. Dentro de esta
última categoría prácticamente se pueden diseñar un soporte y una
metodología química específica según el tipo de unión que nos inte-
rese llevar a cabo.
En la mayor parte de las ocasiones la unión entre la enzima y el
soporte no puede hacerse de forma directa, por lo que será necesario
el concurso de otra molécula que actúe de puente de unión entre la
enzima y el soporte, existiendo numerosas metodologías disponibles
a este fin (8-9).
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1B. Modificación química
La modificación química consiste en la unión de una molécula de
tamaño variable en la superficie de una enzima a través de un resi-
duo aminoacídico modificando alguna propiedad de la enzima. En
función de las características de la molécula que se introduce se
puede aumentar la superficie hidrofílica o hidrofóbica de la enzima.
La funcionalización puede llevarse a cabo utilizando diversas es-
trategias, entre las que podemos citar la unión vía p-nitrofenilcloro-
formiato, triclorotriazina, etc. (Figura 2). La utilización de tricloro-
triazina permite la inclusión de dos moléculas de PEG por residuo
aminoacídico (10).
FIGURA 2. Métodos de modificación química de enzimas.
A) Vía triclorotriazina. B) Vía p-nitrofenilcloroformiato.
1C. Ingeniería de proteínas
Otra estrategia de estabilización es la ingeniería de proteínas que
básicamente consiste en la modificación de la funcionalidad de las
proteínas o creación de nuevas funcionalidades haciendo los proce-
sos biocatalíticos más económicos y eficientes. Esto puede realizarse
desde dos aproximaciones. Podemos intentar la síntesis de novo de
proteínas por métodos químicos, o bien podemos modificar las pro-
teínas ya existentes. En este caso el procedimiento consiste en la
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sustitución de un aminoácido en una proteína, mediante el reempla-
zamiento artificial de un nucleótido en el gen que codifica la proteí-
na. El procedimiento se denomina mutagénesis dirigida.
Este DNA modificado puede luego insertarse en una célula re-
ceptora y seleccionar mutantes que se diferenciarán del tipo silves-
tre por el cambio introducido en ese sitio específico. Como ejem-
plo de lo anteriormente dicho tendríamos las siete modificaciones
realizadas en la amilasa maltogénica de Thermus species cepa
IM6501: Mediante estas mutaciones se consiguió aumentar la tem-
peratura óptima de reacción en 15º C, por lo que pasó de operar de
60 a 75º C (11).
Como hemos visto, los avances en la modificación estructural de
las enzimas permiten la creación de nuevas moléculas proteicas con
actividades catalíticas hechas a la medida de las necesidades.
1D. Ingeniería del medio de reacción
La ingeniería del medio de reacción se basa en el diseño de las
condiciones adecuadas para que una enzima pueda catalizar una
reacción química en cualquier medio, ya sea el convencional (agua),
o no convencional (disolventes orgánicos, fluidos supercríticos, lí-
quidos iónicos, o sin disolvente), en sus niveles de máxima actividad
y estabilidad.
La mayoría de los biocatalizadores son capaces de catalizar una
reacción en ambas direcciones. Las enzimas no son las que determi-
nan la dirección en la que transcurre la reacción, cuestión que sola-
mente se establece por las condiciones de reacción y la posición del
equilibrio. De ahí que enzimas como las hidrolasas, que en medio
acuoso catalizan reacciones de hidrólisis, cuando se colocan en
medios con bajo contenido en agua puedan catalizar las reacciones
inversas a la hidrólisis y de transferencia de grupos (Figura 3).
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FIGURA 3. Reacciones de hidrólisis, síntesis y de transferencia de grupos
catalizadas por las lipasas.
Los trabajos llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo (12-15)
han demostrado que en el caso de las hidrolasas y más concretamen-
te las lipasas pueden llevar a cabo reacciones inversas a la hidrólisis.
Para mantener la actividad enzimática parece ser que se necesita de
una mínima cantidad de agua. Esta cantidad es a veces considera-
blemente menor que una monocapa de agua alrededor de las molé-
culas de enzima. El resto del medio puede ser el disolvente no con-
vencional, lo que equivale a trabajar con la enzima con una cantidad
de agua superior a la que corresponde al agua de cristalización.
Estas moléculas de agua actuarían como un lubricante frente al
disolvente manteniendo intacta la estructura de la proteína tal como
se indica en la Figura 4. El grado de hidratación de la enzima es el
parámetro clave. La determinación de la cantidad de agua necesaria
para cada enzima se puede llevar a cabo mediante su isoterma de
adsorción de agua. En principio el agua se une a los sitios ionizables
de la proteína. Cuando añadimos más agua, ésta se une a los sitios
polares y cargados y posteriormente se alcanza la monocapa de agua,
hasta que finalmente la enzima muestra propiedades termodinámi-
cas en disolución.
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FIGURA 4. Simulación de la lipasa de Rhizomucor miehei en un medio de
reacción orgánico con la monocapa de agua esencial y moléculas de isooctano
como disolvente.
Cuando el sistema está compuesto por diferentes fases, el agua se
distribuye entre las distintas fases presentes. Parte del agua se une
a la enzima, otra parte se disuelve en el disolvente y una tercera en
el soporte, u otras sustancias presentes en el medio de reacción
hecho por el cual es muy importante realizar la isoterma en las
mismas condiciones en las que va a discurrir la reacción.
Normalmente, la actividad enzimática aumenta con el incremen-
to de la hidratación de la enzima, lo que se explica por la acción
«lubricante» del agua sobre la flexibilidad interna de la proteína. A
una determinada cantidad de agua existe un máximo en la actividad
enzimática.
El diseño del medio de reacción incluye la variación de condicio-
nes diferentes a las de la propia naturaleza del disolvente, como la
presión, la temperatura y la presencia de aditivos.
VOL. 73 (2), 501-535, 2007 BIOTECNOLOGÍA BLANCA E INDUSTRIA FARMACÉUTICA
513
2. SELECTIVIDAD ENZIMÁTICA
La Biotecnología Industrial puede ser de una gran ayuda para la
obtención de medicamentos (y otras bioproductos) que son difícil o
imposibles de obtener mediante métodos químicos tradicionales.
Gran parte de los principios activos farmacéuticos son moléculas que
presentan dentro de su estructura química centros quirales, de cuya
correcta configuración depende su bioactividad. Los procesos de sín-
tesis química se caracterizan en general por la obtención de mezclas
de isómeros, que son además difíciles de purificar. En este sentido,
los procesos biocatalíticos presentan una gran ventaja, ya que las en-
zimas producen de un modo específico y selectivo únicamente uno de
los isómeros posibles, que se obtendrá de forma enantiopura. Para
ilustrar esta idea sólo tenemos que retrotraernos al triste caso de la
talidomida en la que el enantiómero S presenta una actividad sedante
y el R es teratogénico aunque encontramos muchos otros ejemplos de
este comportamiento entre los que podemos citar la (S)-penicilamina
que tiene actividad antiartrítica y la (R)-penicilamina, que es tóxica,
entre otros. La diferente actividad farmacológica de los dos isómeros
ópticos hicieron que la Agencia Europea del medicamento así como
la FDA americana sólo acepte desde el año 1992, el isómero que posee
actividad farmacológica imponiendo severas restricciones en el caso
de mezclas racémicas. Debido a estas dificultades, la industria farma-
céutica sólo desarrolla compuestos óptimamente puros. Cabe indicar
en este sentido que de los diez medicamentos más vendidos en Espa-
ña, siete son compuestos óptimamente activos entre los que citamos
al enalapril, paroxetina, atorvastatina, dudesamina, fluoxetina, salme-
terol y diltiazem. En la obtención de estos fármacos se ha usado una
biotransformación en algún paso.
En los casos en que no sea posible obtener directamente los
principios activos mediante procesos de biocatálisis, esta tecnología
podrá permitir la obtención de ciertos precursores imprescindibles
para la posterior síntesis química del principio activo final.
JOSÉ MARÍA SÁNCHEZ MONTERO AN. R. ACAD. NAC. FARM.
514
3. EL SECTOR BIOTECNOLÓGICO Y LA INDUSTRIA
FARMACÉUTICA
Las compañías farmacéuticas encuentran cada vez más difícil
desarrollar y sacar al mercado nuevos productos. El número de fár-
macos aprobados cada año ha disminuido desde 1996, mientras que
los gastos de I+D han aumentado enormemente. Este es uno de los
motivos fundamentales por el que las empresas farmacéuticas bus-
can alianzas con las empresas biotecnológicas. Esta falta de nuevos
fármacos ha llevado a que el sector farmacéutico haya sido acusado
de realizar demasiadas copias de medicamentos ya existentes, que
sólo añaden ligeras ventajas clínicas. Debido a ello muchas empresas
farmacéuticas están dirigiendo su atención hacia las pequeñas com-
pañías del sector biotecnológico como fuente de innovación constan-
te en el desarrollo de nuevos fármacos (16).
En la actualidad más de 325 millones de personas en el mundo
consumen medicamentos de origen biotecnológico. En EE.UU.,
el número total de este tipo de fármacos autorizados asciende a más
de 170, el 70% de los cuales han sido autorizados durante los últimos
seis años. En la actualidad se encuentran en fase de desarrollo más de
370 biomedicamentos para consumo humano, para combatir más
de doscientas enfermedades. Atendiendo a la función terapéutica, 178
se dirigen a combatir el cáncer y enfermedades relacionadas con
el cáncer, 47 se centran en la lucha contra enfermedades contagiosas,
26 están relacionados con alteraciones en el sistema inmunológico y
22 contra enfermedades neurológicas. Otros fármacos combatirán la
diabetes, las alteraciones digestivas, los problemas cardiovasculares y
alteraciones respiratorias entre otros.
De todo lo dicho anteriormente puede concluirse que la apli-
cación de la Biocatálisis ha atravesado la frontera académica, en-
contrando un amplio campo de acción en la industria farmacéutica
aunque su aportación representa solo una parte de la producción de
fármacos por métodos biotecnológicos.
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4. APLICACIONES DE LAS BIOTRANSFORMACIONES
EN LA PREPARACIÓN INDUSTRIAL DE FÁRMACOS
4.1. Síntesis de omapatrilato
El omapatrilato es un fármaco antihipertensivo que actúa como
inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina y de la en-
dopeptidasa neutra (17). Para su síntesis se siguió una estrategia
convergente (Ruta 1) para la que se requieren dos intermedios la
(S)-6-hidroxinorleucina y el ácido (S)-2-amino-5-(1,3-dioxolan-2-il)
pentanoico, los cuales se prepararon por rutas biocatalíticas inde-
pendientes.
El primer intermedio se preparó mediante una aminación reduc-
tora, usando la glutamato deshidrogenasa de hígado bovino (Méto-
do A) (18) a partir de una concentración de sustrato de 100 g/L, ob-
teniéndose un rendimiento del 92% y un exceso enantiomérico mayor
del 99%. Este procedimiento presenta el inconveniente de que la
preparación del sustrato de partida requiere de varios pasos de sín-
tesis química por lo que se desarrolló otra ruta (Método B) a partir
de la 6 hidroxinorleucina racémica (método B), tratando ésta con
una D-aminoácido oxidasa de riñón porcino y catalasa de hígado de
bovino o con células de Trigonopsis variabilis (contiene ambas enzi-
mas) produciendo la mezcla de (S)-6-hidroxinorleucina con un ee
mayor del 99% y el cetoácido que se indica en la Figura 5.
El segundo intermedio fue preparado a partir de la aminación
reductora mostrada en la ruta 2, usando un biocatalizador obtenido
mediante una cepa recombinante de Pichia pastoris conteniendo la
fenilalanildeshidrogenasa endógena. El proceso resultó con la pro-
ducción de 15,5 kg con 97% de rendimiento y un ee mayor del 98%.
Hay que mencionar que por vía química se requieren ocho pasos
para la obtención de este intermedio (19). El cetal cíclico fue trans-
formado al dimetilacetal el cual se usó para la preparación del com-
puesto bicíclico, como se muestra en la ruta 3.
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FIGURA 5. Síntesis enzimática de omapatrilato.
4.2. Preparación de Tromboxano A2
El tromboxano A2 es un vasocronstrictor con actividad antiagre-
gatoria de plaquetas por lo que la preparación de compuestos anta-
gonistas del tromboxano presenta un gran interés para la industria
farmacéutica (Figura 6).
En un estudio para la preparación de tromboxano se encontró
que la lactona y el lactol son intermedios versátiles para una serie de
derivados que condujeron a la obtención del compuesto antagonista
del tromboxano A2 (20, 21). La oxidación biocatalítica del diol meso
(exo,exo)-7-oxabiciclo [2,2,1]heptan-2,3-dimetanol utilizando una
suspensión de células húmedas al 10% (p/v) de Nocardia globerula
ATCC221505 produjo la lactona con un rendimiento del 70% y 96%
de ee, a una concentración de sustrato de 5 g/L (22, 23). Por otro
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FIGURA 6. Preparación de Tromboxano A2.
lado, partiendo del mismo sustrato y a la misma concentración ini-
cial se obtuvo una mezcla del lactol y la lactona con un 46% de
rendimiento global utilizando una suspensión de células de Rhodo-
coccus sp. ATCC15992 con un ee del 96,7% y 98,4% respectivamente.
En otra estrategia sintética (Método 2) partiendo del mismo diol
meso se empleó una reacción de asimetrización enzimática de su
diéster. Con este propósito se preparó el diacetato, el cual, sometido
a una posterior hidrólisis con la lipasa inmovilizada PS-30, produjo
el monoacetato de configuración S con un rendimiento del 75% y un
exceso eneantiomérico superior al 99%, empleando un sistema de
reacción bifásico y a una concentración de sustrato de 5 g/L. La
enzima inmovilizada se reutilizó durante cinco ciclos sin pérdida de
eficiencia ni estereoselectividad. El monoacetato fue entonces con-
vertido al lactol vía hidrólisis y oxidación química (24).
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4.3. Modificación biocatalítica del Diltiazem
El Diltiazem, utilizado para el tratamiento de la hipertensión,
presenta como mayor inconveniente su corta vida media, por lo que
se han buscado modificaciones estructurales para solucionar este
problema, siendo esta una estrategia muy común en Química Far-
macéutica (Figura 7).
FIGURA 7. Preparación biocatalítica de Diltiazem.
Dicha modificación condujo al compuesto (cis)-3-(acetoxi)-1-[2-
(dimetilamino)etil]-1,3,4,5-tetrahidro-4-(metoxifenil)-6-trifluoro-
metil)-2H-1-benzazepin-2-ona el cual, además de presentar un efecto
más prolongado es más potente. El intermedio clave en la síntesis de
este compuesto es el que aparece en la Figura 7 con el número 2,
el cual fue preparado mediante una reducción microbiana estereose-
lectiva del compuesto marcado como 1 que a su vez se encuentra
como una mezcla de enantiómeros a través de una tautomería ceto-
enólica. En dicho equilibrio la forma cetónica racémica 1a y 1c es
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la preferida. El microorganismo Nocardia salmonicolor SC6310 es
capaz de biocatalizar la transformación selectiva de 1c a 2 con un
96% de rendimiento y 99,8% de ee a una concentración de sustrato
de 2 g/L (25).
4.4. Preparación enantioselectiva del (R)-Sotalol
El (R)-Sotalol es un β-bloqueante con estructura de feniletilami-
na (Figura 8).
FIGURA 8. Preparación enantioselectiva de (R)-Sotalol.
Se comercializa con el nombre de Sotapor® por la compañía
Bristol - Myers Squibb, habiéndose determinado que el enantiómero
R es 50 veces más potente que el S y por tanto se ha propuesto a la
clorhidrina como un precursor apropiado para la preparación enan-
tioselectiva del (R)-sotalol. Se encontró que Hansenula polymorpha
ATCC26012 cataliza la reducción enantioselectiva del carbonilo, pro-
duciendo el intermedio con la configuración (R) deseado en un 95%
de rendimiento y con un exceso enantiomérico del 99% (26, 27).
4.5. Síntesis de análogos de Fluvastatina
Otro ejemplo de reducción enantioselectiva nos muestra como el
4-cloro-acetoacetato de metilo es biotransformado al ácido (S)-4-
cloro-3-hidroxibutanoico a partir de una suspensión de células de
Geotrichum candidum SC5469 con un 95% de rendimiento y un 96%
de ee (Figura 9).
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FIGURA 9. Obtención del ácido (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoico como
intermedio en la síntesis de Fluvastatina.
El hidroxiéster quiral ha sido utilizado para sintetizar el compues-
to final, el cual es un inhibidor de la hidroximetilglutaril coenzima A
reductasa, análogo de la fluvastatina que se utiliza como hipolipe-
miante. La optimización del proceso mediante el aislamiento, purifi-
cación e inmovilización de Geotrichum candidum condujo a la obten-
ción del intermedio con un 90% de rendimiento y un 98% de ee (28).
4.6. Acilación de Purina
Un buen ejemplo de quimio y regioselectividad combinada de
una transformación enzimática es la acilación de purina (506U78)
que comenzó siendo desarrollada por Glaxo Welcome, como un
agente antileucémico (Figura 10).
FIGURA 10. Acilación de purina.
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Usando una lipasa inmovilizada de Candida antarctica B y aceta-
to de vinilo como donador de acilo se obtuvo el 5’-monoacetato con
un 99% de conversión. El compuesto obtenido es más soluble por lo
que aumenta la biodisponibilidad. Esta transformación es prácti-
camente imposible de realizar por una acetilación química conven-
cional debido a la conocida preferencia por la N-acilación. La regio-
selectividad del proceso es remarcablemente alta ya que se obtiene
menos del 0,1% del del 3’-acetato y aproximadamente un 0,3% del
3,5’diacetato (29).
4.7. Tamiflu
A veces es interesante sobre expresar enzimas existentes en un
microorganismo en orden a acumular ciertos productos como mos-
tramos en el siguiente ejemplo. El fosfato de oseltamivir, un inhibi-
dor de la neuroaminidasa A conocido como Tamiflu® es un fármaco
para el tratamiento del virus de la gripe A y B comercializado por
Hoffmann-la Roche y Gilead Sciences.
A pesar del pequeño tamaño de la molécula ésta contiene tres
centros quirales y es bastante difícil de sintetizar. De todas las rutas
de síntesis ensayadas se ha concluido que el ácido quínico y el ácido
shikímico son los precursores más adecuados (Figura 11). El ácido
quínico puede ser obtenido en grandes cantidades de la corteza del
arbol de la Cinchona pero no se tiene la certeza de si sería una
fuente fiable a largo plazo para la obtención de un fármaco del que
se espera una gran demanda (30). Del árbol del anís estrellado, una
especie originaria de China, Corea y Japón se extrae el ácido shikí-
mico el cual es un intermedio en la biosíntesis de aminoácidos aro-
máticos. La sobreexpresión e interrupción de algunos genes alrede-
dor de la síntesis y posterior conversión de ácido shikímico en E. coli
nos lleva a la acumulación del ácido shikímico en el medio de cultivo
(20 g/L), mientras que la producción de ácido quínico podría ser
suprimido (31).
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FIGURA 11. Producción de fosfato de oseltamivir (Tamiflu).
4.8. Síntesis quimioenzimática de Acipimox
Para llevar a cabo la síntesis del ácido 5-metilpirazin-2-carboxí-
lico, el cual se usa como intermedio para la producción de Acipimox
cuyo nombre comercial es el olbetam de la laboratorios Pfizer que
se utiliza como antilipolítico y de la glipizida (glucotrol), que es un
agente antidiabético, se sometió a la 2, 5-dimetilpirazida a oxidación
con Pseudomonas putida crecida en xileno (Figura 12).
FIGURA 12. Síntesis enzimática del ácido 5-metilpirazin-2-carboxílico,
intermedio en la obtención de Acipimox.
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El producto se precipita por acidificación del medio de reacción
libre de células. La concentración de sustrato puede alcanzar hasta
2 g/L con un rendimiento del 95% (32).
4.9. Síntesis de (3R, 4S) acetato de azetidinona (Taxol)
La (3R, 4S) acetato de azetidinona (33) es un intermedio en la
síntesis de paclitaxel (taxol) la cual se obtiene por resolución del
racémico utilizando una lipasa inmovilizada de Pseudomonas cepa-
cea (34). El taxol es un medicamento empleado para tratar algunos
tipos de cáncer por su capacidad de inhibir la multiplicación de las
células tumorales. La principal fuente de obtención natural es el
arbol del tejo Taxus brevifolia que contiene taxol en muy bajas con-
centraciones. Una alternativa semisintética a partir del diterpeno
tetracíclico 10-deacetil baccatina III se muestra en la Figura 13a.
Otra estrategia consiste en la preparación de biocatalizadores ac-
tivados por sales para sintetizar derivados de paclitaxel (taxol) (35).
La proteasa termolisina acila selectivamente el grupo hidroxilo 2’ en
el taxol en alcohol tertamílico como disolvente (Figura 13b).
Los rendimientos de los derivados acilados en esta posición se
aproximan al 100% utilizando una termolisina activada con KCl. El
adipato de vinilo generado en la posición 2’ sirvió como donador de
acilo para la hidrólisis catalizada por la lipasa de Candida antarctica
sobre el éster vinilo terminal. El compuesto resultante fue aproxima-
damente 1.700 veces más soluble en agua que el taxol de partida, lo
que pone en evidencia la importancia de profármacos de taxol con
una mayor biodisponibilidad.
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FIGURA 13. A) Resolución enzimática de acetato de azetidinona, intermedio
de la síntesis de Taxol. B) Preparación de biocatalizadores activados por sales
para sintetizar derivados de taxol.
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4.10. Síntesis de (S)-pipecólico (Incel, Ropivacaina y
4.10. Lebobupivacaina)
El ácido (S)-pipecólico es un intermedio importante en la sínte-
sis de varios fármacos entre ellos el Incel [dicitrato de Biricodar
(VX-710)] de la compañía Vertex Pharmaceutical que se utliza en
terapia combinada con paclitaxel para el tratamiento del cáncer (36).
También a partir del ácido (S)-pipecólico se pueden obtener los anes-
tésicos locales Ropivacaina utilizado como anestesia epidural en el
parto y Lebobupivacaina comercializados por la empresa Astra Ze-
neca (Figura 14).
FIGURA 14. Síntesis quimioenzimática de ácido (S)-pipecólico.
La producción de este intermedio se lleva a cabo de forma efi-
ciente por la compañía Lonza, mediante una combinación de méto-
dos químicos y biotecnológicos. En el primer paso biocatalítico,
células de un microorgarnismo, que contiene una nitrilohidratasa,
llevan a cabo la hidrólisis de la 2-cianopiridina, produciendo la pi-
ridin-2-carboxamida, la cual por reducción química produce la ami-
da racémica. En el segundo paso biocatalítico, células de Pseudomo-
nas fluorescens DSM9924 efectúan la hidrólisis enantioselectiva del
grupo amido, produciendo el ácido (S)-pipecólico y la amida (R).
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4.11. Producción de L-carnitina
Un ejemplo impactante de lo que pueden hacer los procesos bio-
catalíticos es la producción de la L-carnitina (37) (Figura 15).
FIGURA 15. Producción biocatalítica de L-carnitina.
En medicina cardiovascular, la L-carnitina es fundamental en el
correcto funcionamiento del corazón, por lo tanto es recomendada
ante situaciones de insuficiencia cardiaca, anginas de pecho, secue-
las de infarto, etc., debido a que este suplemento dietético favorece
la contracción de las células musculares cardiacas. Es un vasodila-
tador y antioxidante a la vez.
El proceso se lleva a cabo utilizando células de un microorganis-
mo, el cual utiliza una ruta natural que involucra cuatro enzimas.
En este proceso la 4-butirobetaina se transforma a L-carnitina, la
cual es excretada por las células al medio facilitando su aislamiento.
El microorganismo utilizado está relacionado con los géneros Agro-
bacterium y Rhizobium y se utilizó en el proceso en su fase de cre-
cimiento estacionaria. Como se observa en la Figura 15, las cuatro
enzimas tienen una función particular, mencionando especialmente
la introducción de la quiralidad por la liasa, crotonobetainil- coen-
zima A hidrolasa. Bajo este procedimiento se produce L-carnitina a
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una escala de 50 m3 con un rendimiento volumétrico de 80 g/L, y con
una conversión del 99,5% y un ee mayor del 99,9%.
4.12. Semisíntesis de Yondelis
Otro ejemplo interesante es la semisíntesis de Yondelis. Este es
un antitumoral desarrollado por PharmaMar, aislado del tunicado
marino Ecteinascidia turbinata, que actualmente se encuentra pen-
diente de registro. Es un antitumoral activo frente a sarcomas de
tejidos blandos (38).
Tiene un mecanismo de acción único que implica la unión al
surco menor del ADN y formación de un aducto covalente. El pro-
ceso de síntesis total fue llevado a cabo por Corey et al. utilizando
un proceso de mas de 40 pasos esterocontrolados.
Los investigadores de PharmaMar han desarrollado un proceso
nuevo de producción en 18 etapas utilizando cianosafracina B como
producto de partida (39) (Figura 16).
FIGURA 16. Semisíntesis de Yondelis.
La Safracina B es un antiobiótico de origen bacteriano aislado en
la fermentación de Pseudomonas fluorescens. La optimización del
proceso de fermentación ha permitido la síntesis del ciano derivado
en escala de Kg, produciendo material de partida para la sintesis de
Yondelis en un proceso robusto, sofisticado y barato.
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4.13. Producción de antibióticos β-lactámicos
 La biotecnología es la principal herramienta también para la
obtención de nuevos antibióticos que sean activos frente a las bac-
terias patógenas resistentes a una gran gama de antibióticos. Tam-
bién resulta de gran utilidad la aplicación de la ingeniería genética
en microorganismos para sintetizar antibióticos sintéticos, es decir,
ligeramente diferentes de aquellos obtenidos de forma natural.
DSM produce penicilina G/V por fermentación utilizando cepas
de Penicillium chrysogenum, que han sido mejoradas por métodos
clásicos de mejora de cepas así como por Ingeniería genética (40-
42). Recordemos que hasta el año 1985 aproximadamente las peni-
cilinas semisintéticas se producían vía química, a excepción del
material de partida, penicilina G, que se producía por fermentación
de Penicillium chrysogenum (Figura 17).
FIGURA 17. Obtención de 6-APA y 7-ADCA a partir de Penicillium
chrysogenum.
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La mayoría de las penicilinas como por ejemplo la penicilina G
es transformada en ácido 6-aminopenicilánico (6-APA), el cual se
utiliza para síntesis de penicilinas semisintéticas, obteniendo un
rango de variantes de penicilinas con distintas características anti-
bióticas (43). El ciclo del 6-APA puede expandirse por métodos quí-
micos o por la acción de una enzima (expandasa) a una estructura
adecuada para la síntesis de cefalosporinas, como el ácido 7-amino
desacetoxicefalosporánico (7-ADCA). La unión de cadenas laterales a
la estructura base genera derivados de penicilina y cefalosporina que
han sido tradicionalmente producidos usando una química basada
en disolventes complejos a temperaturas del orden de –80ºC para
preservar el lábil anillo de β-lactama.
Las pencilinacilasas (también denominadas penicilinesterasas o
penicilinamidasas) son una familia de enzimas que se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza y se utilizan desde hace
tiempo en la industria de los antibióticos β-lactámicos para obtener
6-APA por hidrólisis de las penicilinas G o V. También se emplean
para obtener 7-ADCA por hidrólisis del producto que resulta después
de expandir químicamente el anillo de la penicilina. Una combina-
ción de D-aminoácido oxidasa y glutaril-acilasa se emplea para pro-
ducir 7-ACA a partir de la cefalosporina C (44). Recientemente, estas
acilasas se han utilizado para sintetizar antibióticos, ya que en de-
terminadas condiciones también las enzimas pueden catalizar la
reacción inversa con buenos rendimientos. De esta forma se consi-
guen las penicilinas «verdes» o ecológicas, denominadas así porque
en su producción ya no se emplean los procesos químicos más con-
taminantes ni se generan tanta cantidad de residuos (45).
Como puede apreciarse en la Figura 18 la obtención de 1 Kg de
6-APA requiere de aproximadamente 20 Kg de reactivos por métodos
químicos convencionales, frente a 0,02 Kg de NH3 y 2 L de agua por
métodos biotecnológicos.
Desde hace tiempo, los genes de estas enzimas se han clonado y
manipulado no sólo para mejorar su producción sino para obtener
enzimas más eficaces tanto para la hidrólisis como para la síntesis.
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FIGURA 18. Obtención de 6-APA por métodos químicos y métodos
biotecnológicos.
La D-fenilglicina y D-p-hidroxifenilglicina, que son las cadenas
laterales que se unen al esqueleto de 6-APA o 7- ADCA en los anti-
bióticos semisintéticos ampicilina, amoxicilina, cefalexina y cefa-
droxilo son también producidas por DSM (46, 47) (Figura 19).
FIGURA 19. Unión de la cadena lateral biocatalíticamente a partir de
penicilacilasas.
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La unión de la cadena lateral al núcleo ha sido desarrollada desde
hace tiempo por vía química pero DSM ha completado recientemente
el desarrollo de un proceso biocatalítico usando otra penicilacilasa.
Bajo ciertas condiciones de pH y controlando, las concentraciones de
precursor y producto la unión de las dos moléculas puede competir
con la reacción inversa de hidrólisis catalizada por la misma enzima
y con buenos rendimientos.
5. BIOTECNOLOGÍA BLANCA Y QUÍMICA SOSTENIBLE
Una de las mayores aportaciones que se espera de la Biotecno-
logía Industrial es que ayude a reducir el impacto de la industria
en el medio ambiente, consiguiendo que los procesos industria-
les sean mucho más eco-eficientes. Una de las prioridades sería la
reducción de las emisiones de CO2 debido a la preocupación actual
por el denominado cambio climático, entre cuyas principales causas
se encuentra la emisión a la atmósfera de los gases de efecto inver-
nadero.
Otro objetivo prioritario sería la reducción, gestión y reciclaje de
residuos. Los procesos biotecnológicos, por su elevada eficiencia y
especificidad, cuentan entre sus propiedades más características el
que generan unos menores niveles de residuos que los procesos
químicos convencionales y, además, esos residuos son comparativa-
mente mucho menos peligrosos. Además, una parte más o menos
importante de los residuos generados en los bioprocesos, son sus-
ceptibles a su vez de ser reutilizados como materia prima de partida
para otros bioprocesos, lo que tiene un doble beneficio. Por un lado,
contribuye a solucionar el problema medioambiental que supone la
generación de residuos y, por otro lado, valoriza dichos residuos al
utilizar una materia prima extremadamente barata para obtener
productos de elevado valor añadido.
La Química verde o Green Chemistry tiene como objeto promo-
ver tecnologías químicas innovadoras que reduzcan el uso o genera-
ción de sustancias químicas peligrosas en el diseño, fabricación y
uso de los productos químicos. De esta forma su objetivo final es
reducir los problemas medioambientales no con soluciones de final
de tubería, es decir no eliminando la contaminación una vez produ-
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cida, sino atacando el problema de raíz es decir, utilizando procesos
químicos que no produzcan residuos.
La biotecnología industrial puede proporcionar un crecimiento
económico sin precedentes basado en la innovación y una tecnología
benigna medioambientalmente hablando. Por estas razones, tiene
que haber una transición de una sociedad basada en el uso de recur-
sos fósiles a una de mayor sostenibilidad, donde los recursos reno-
vables contribuyan a las necesidades materiales y energéticas. La
biotecnología industrial es una tecnología clave que puede hacer
esto posible. El desarrollo y uso de la biotecnología industrial es
esencial para la competitividad futura de la industria europea y
proporciona una base tecnológica para la sociedad sostenible del
futuro.
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